Immobilization of Rhizopus oryzae Lipase on Zeolit, CaCO3, Silica Gel, and Cow Bone by Bintang, Maria et al.
Current Biochemistry
CURRENT BIOCHEMISTRY
ISSN: 2355-7877
Homepage: http://biokimia.ipb.ac.id
E-mail: current.biochemistry@ipb.ac.id
63
ABSTRACT
Food production in Indonesia is constrained by the high cost of lipase that is still imported 
from abroad. To overcome this problem, research of food production has been conducted using crude 
extract of lipase produced by indigenous species of fungi Rhizopus oryzae. The R. oryzae is edible in-
dicating that it is safe to be used in the production of food products. Enzymes have an ability to cata-
lyze specific chemical reactions with high efficiency and low energy cost. Enzyme immobilization is a 
recovery techique that has been studied in several years, using supporting materials as a medium to 
help enzyme dissolutions to the substrate. Several supporting materials such as zeolit, CaCO3, silica 
gel, and cow bone were selected by its ability to adsorb lipase. CaCO3 shows enzyme loading rate re-
spectively 99.46%, giving more lipase to adsorb than zeolit (90.69%), cow bone (91.56%), and silica 
gel (59.63%). In this research, condition factors, such as optimum pH, optimum temperature, and 
storage ability of the matrix were investigated. Free lipase reacts optimally at pH 7 and temperature 
30°C. Identical result showed for lipase in cow bone. Lipase in CaCO3 reacts optimally at pH 8 and 
temperature 35°C. Lipase in zeolit and silica gel reacts optimally at pH 8 and temperature 30°C. Half 
life time estimation was one week in storage condition temperature at 4°C and each optimum pH.
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ABSTRAK
 Produksi pangan di Indonesia terkendala dengan tingginya harga lipase yang masih diimpor 
dari luar negeri. Untuk mengatasi masalah tersebut, telah dilakukan penelitian produksi pangan 
menggunakan ekstrak kasar lipase yang dihasilkan oleh jenis fungi lokal Rhizopus oryzae. Jenis fungi 
R. oryzae ini bersifat aman sehingga aman untuk dimanfaatkan dalam produksi pangan. Enzim meru-
pakan biokatalis yang potensial untuk dikembangkan karena efektivitasnya yang tinggi dan bersifat 
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spesifik serta mampu mengkatalisis reaksi kimia dengan efisien dan dengan kebutuhan energi yang 
rendah. Imobilisasi merupakan teknik perolehan kembali enzim yang menjadi perhatian dalam be-
berapa tahun belakangan, dilakukan dengan bantuan bahan pendukung sebagai media yang dapat 
mencegah terlarutnya enzim. Beberapa macam pendukung seperti zeolit, CaCO3, silika gel, dan tu-
lang sapi. CaCO3 memiliki kemampuan adsorbsi terbesar (99.46%), lebih besar dibandingkan zeolit 
(90.69%), tulang sapi (91.56%), dan silika gel (59.63%). Dalam penelitian ini, diselidiki faktor dari 
setiap bahan pendukung seperti pH optimum, suhu optimum, dan waktu penyimpanan. Lipase bebas 
bekerja optimal pada pH 7 dan suhu 30°C. Hasil yang sama lipase amobil tulang sapi. Pada lipase 
amobil CaCO3 bekerja optimal pada pH 8 dan suhu 35°C. Lipase amobil zeolit dan silika gel bekerja 
optimal pada pH 8 dan suhu 30°C. Waktu paruh penyimpanan lipase sebesar 1 minggu dengan kon-
disi penyimpanan pada suhu 4°C dan pH optimum masing-masing.
Kata kunci: imobilisasi, lipase, Rhizopus oryzae
 Bintang - Imobilisasi Lipase Rhizopus oryzae
1. PENDAHULUAN
 Lipase (asilhidrolase triasilgliserol, EC 
3.1.1.3) merupakan enzim yang mengkatalis hi-
drolisis dari trigliserida rantai panjang menjadi 
trigliserida rantai pendek, asam lemak bebas, 
dan gliserol (Reda et al. 2007). Lipase juga ter-
libat dalam banyak reaksi konversi seperti este-
rifikasi, transesterifikasi, alkoholisis, asidolisis, 
dan aminolisis. Banyaknya peran lipase dalam 
berbagai reaksi membuat enzim ini memiliki 
banyak kegunaan dalam industri seperti industri 
makanan, farmasi, tekstil, kertas, dan kosmetik 
(Ibegbulam-njoku et al. 2014)
 Lipase banyak ditemukan di alam baik 
pada hewan, tumbuhan, maupun mikroorga-
nisme. Lipase komersial pada umumnya berasal 
dari jamur (Rhiomur, Rhyomur, dan Candida) 
dan bakteri (Pseudomonas dan Chromobacte-
rium) (Shah et al. 2009). Harga lipase komersial 
biasanya sangat tinggi karena proses produksi-
nya yang sulit dan memerlukan waktu yang 
lama (Kirk et al. 2002). Untuk mengatasi ma-
salah tersebut diperlukan suatu metode dalam 
memproduksi lipase dengan murah. Salah satu-
nya dapat dilakukan dengan memfermentasikan 
mikroba tertentu yang mampu menghasilkan li-
pase. Panji et al. (2008) telah melakukan fermen-
tasi CPO (Crude Palm Oil) dengan Neurospora 
sitophila dan dilaporkan mampu memproduksi 
lipase spesifik 1,3-gliserida. Kapang lokal je-
nis ini dikenal aman (edible) karena biasa digu-
nakan dalam pembuatan oncom merah. Kapang 
lokal lain yang juga aman adalah Rhizopus sp 
yang dikenal sebagai jamur tempe kedelai. 
 Lipase yang biasa digunakan dalam 
proses industri merupakan lipase amobil. Be-
berapa keuntungan dari lipase amobil adalah 
peningkatan aktivitas dan stabilitas enzim, dan 
kemudahan perolehan enzim amobil di akhir 
reaksi (Kharrat et al. 2011). Metode adsorpsi 
merupakan metode penjeratan enzim berdasar-
kan interaksi ikatan ionik, interaksi ikatan hid-
rogen, ikatan hidrofobik antara enzim atau sel 
mikrob dengan bahan penyangga. Metode ini ti-
dak menyebabkan kerusakan konformasi enzim 
atau destruksi pada pusat aktif enzim (Wang et 
al. 2009). Amobilisasi enzim menggunakan 
teknik ini dilakukan oleh Panji et al. (2010) de-
ngan tulang sapi, Lee et al. (2006) dengan silika 
gel, Ghamgui et al. (2004) dengan CaCO3, dan 
Apriyanti (2012) dengan zeolit. Pada penelitian 
ini, dilakukan pengamatan tentang bahan pen-
dukung yang akan dipakai. 
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2. METODOLOGI
 Bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah enzim lipase yang diproduksi dari iso-
lat Rhizopus oryzae yang diperoleh dari Pusat 
Penelitian Bioteknologi dan Bioindustri Indo-
nesia, akuades, PDA, MgSO4, KH2PO4, pepton, 
gliserol, heksana, bufer Tris-HCl, aseton, poli-
vinil alkohol, bufer fosfat-sitrat, etanol, NaOH, 
fenolftalein, CaCO3, silika gel, zeolit ukuran 3-
10 mm, tulang sapi bagian paha, kertas saring 
Whatman No. 40, alkohol 70%, aluminium 
foil.
Produksi Enzim Kasar Lipase (Palilingan 
2013)
 Isolat kapang yang tumbuh dalam media 
agar-agar kentang (PDA) diremajakan kembali 
dengan diinokulasikan ke dalam media PDA 
baru, kemudian diinkubasi pada suhu ruang 
(27-30°C) selama 3-4 hari. Spora yang tumbuh 
dalam media PDA diambil sebanyak 1 ose lalu 
diinokulasikan dalam masing-masing 100 mL 
medium fermentasi steril yang mengandung 
CPO 3% dengan total volume sebanyak 500 
mL dan diinkubasi pada suhu ruang (27-30°C) 
selama 5 hari sambil digoyang dengan kecepa-
tan agitasi 75 rpm. Setelah dilakukan proses 
fermentasi, enzim yang dihasilkan dipanen. 
Untuk memisahkan biomassa (spora) dengan 
filtrat dilakukan penyaringan vakum dengan 
menggunakan kertas saring yang telah diketa-
hui bobot massanya. Biomassa sel dikeringkan 
dalam oven dengan suhu 60°C hingga bobotnya 
konstan dan dihitung biomassa sel keringnya se-
dangkan filtrat diambil untuk dilakukan proses 
pengendapan dan isolasi enzim.
Pengendapan dan Isolasi Enzim Lipase
 Pengendapan dan isolasi enzim li-
pase dari kapang R. oryzae dilakukan menurut 
metode pengendapan enzim menggunakan ase-
ton. Semua tahap dikerjakan pada suhu 4°C. 
Filtrat enzim kasar lipase yang diperoleh dari 
tahap pemanenan enzim diendapkan proteinnya 
menggunakan aseton dingin dengan nisbah fil-
trat dan aseton 1:2 (v/v). Setelah itu campuran 
disentrifugasi dengan kecepatan 8.400g selama 
15 menit pada suhu 4°C. Setiap endapan yang 
diperoleh dilarutkan ke dalam 1 ml bufer Tris 
HCl 0,05 M pH 7. Larutan enzim yang didapat, 
diambil 1-2 mL untuk diuji aktivitasnya.
Imobilisasi Enzim Lipase
Imobilisasi Enzim Lipase dengan Zeolit 
(Apriyanti 2012)
 Butiran zeolit berukuran 3-10 mm sebe-
lum  digunakan sebagai padatan pendukung di-
cuci dengan air sampai air cucian tersebut jernih 
dan tidak keruh, kemudian zeolit direndam dalam 
larutan NaCl 1 M selama 12 jam dengan dua kali 
penggantian larutan perendam sambil digoyang 
perlahan. Butiran zeolit kemudian diaktivasi 
dengan memanaskan di dalam oven pada suhu 
200°C selama 15 menit. Imobilisasi lipase di-
lakukan dengan cara merendam 70 gram zeolit 
teraktivasi ke dalam 210 mL larutan enzim laru-
tan enzim hasil pengendapan dengan aseton dan 
dikocok pada kecepatan agitasi 180 rpm selama 
satu jam pada suhu ruang (25-30°C), kemudian 
cairan yang tersisa dipisahkan. Penentuan jum-
lah enzim amobil dilakukan berdasarkan pengu-
rangan kadar protein cairan enzim sebelum dan 
setelah imobilisasi menggunakan metode Brad-
ford dengan standar protein BSA (Bovine Serum 
Albumin), serta pengurangan lipasenya.
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Imobilisasi Enzim Lipase dengan CaCO3 
(Ghamgui et al. 2004)
 Sebanyak 70 gram CaCO3  ditambahkan 
ke dalam 210 mL larutan enzim hasil pengenda-
pan dengan aseton. Campuran diinkubasi selama 
1 jam pada suhu 4°C. Setelah itu ditambahkan 
100 mL aseton, lalu suspensi disaring menggu-
nakan corong Buchner, kemudian dicuci dua kali 
dengan 100 mL aseton dingin, dan dikeringkan 
menggunakan vakum desikator pada suhu ka-
mar (25-30°C) selama 6 jam dan disimpan pada 
suhu 4°C sampai digunakan. Penentuan jumlah 
enzim amobil dilakukan berdasarkan pengu-
rangan kadar protein cairan enzim sebelum dan 
setelah imobilisasi menggunakan metode Brad-
ford dengan standar protein BSA (Bovine Serum 
Albumin), serta pengurangan lipasenya.
Imobilisasi Enzim Lipase dengan Silika gel 
(Lee et al. 2006)
 Sebanyak 70 mg silika gel dicampur 
dengan 210 mL larutan lipase dan diinkubasi 
pada 20°C. Lipase amobil yang diperoleh di-
cuci dengan akuades dan kemudian dikeringkan 
pada suhu kamar (25-30°C) semalaman. Penen-
tuan jumlah enzim amobil dilakukan berdasar-
kan pengurangan kadar protein cairan enzim 
sebelum dan setelah imobilisasi menggunakan 
metode Bradford dengan standar protein BSA 
(Bovine Serum Albumin), serta pengurangan li-
pasenya.
Imobilisasi Enzim Lipase dengan Butiran 
Tulang Sapi (Panji et al. 2010)
 Tulang paha sapi dikeringkan meng-
gunakan oven, dihancurkan dengan grinder 
hingga berdiameter 0,3-1,0 cm. Butiran tulang 
dicuci dengan heksana hingga terbebas dari le-
mak, dicuci dengan detergen (surfaktan) dan 
dikeringkan kembali dengan oven pada suhu 
105°C sampai beratnya tetap. Imobilisasi lipase 
dilakukan dengan cara menambahkan masing-
masing 70 gram butiran tulang ke dalam 210 mL 
larutan lipase hasil pengendapan dengan aseton, 
digoyang menggunakan shaker pada 180 rpm 
selama satu jam, kemudian cairan dipisahkan. 
Penentuan jumlah enzim amobil dilakukan 
berdasarkan pengurangan kadar protein cairan 
enzim sebelum dan setelah imobilisasi menggu-
nakan metode Bradford dengan standar protein 
BSA (Bovine Serum Albumin), serta pengurang-
an lipasenya.
Analisis Aktivitas Enzim Lipase (Ibegbulam-
njoku et al. 2014)
 Penentuan aktivitas enzim lipase dilaku-
kan dengan melarutkan 3 gram CPO dan 1 gram 
polivinil alkohol  dalam 40 mL bufer fosfat-
kalium pH 7. Sebanyak 1 mL enzim lipase di-
tambahkan dalam larutan lalu diinkubasi selama 
30 menit pada suhu 37°C. Reaksi dihentikan 
dengan menambahkan 20 mL campuran aseton 
: etanol (1:1 v/v). Kemudian sampel dititrasi 
menggunakan NaOH 1 N menggunakan indi-
kator fenolftalein hingga titik akhir berwarna 
merah muda. Untuk blanko dilakukan prosedur 
yang sama tanpa perlakuan penambahan enzim. 
Penentuan kadar asam lemak bebas dapat dihi-
tung menggunakan persamaan sebagai berikut:
Satu unit aktivitas lipase didefinisikan sebagai 
jumlah enzim yang digunakan untuk membe-
baskan 1 mol asam lemak bebas per menit (1 U 
= 1 mol FFA/menit).
Aktifitas enzim lipase =
Vol NaOH (mL)x[NaOH](m)
Vol lipase (mL)xWaktu reaksi(menit)
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Optimasi pH lipase bebas dan imobil (Yesilo-
glu dan Sit 2011)
 Optimasi pH dilakukan dengan meng-
gunakan bufer Tris-HCl pada pH 5, 6, 7, 8, dan 
9. Aktivitas ditentukan pada suhu 37°C selama 
5 menit. Aktivitas tertinggi berdasarkan uji ak-
tivitas lipase imobil menunjukkan pH optimum 
lipase. Stabilitas enzim imobil terhadap pH 
diuji dengan menginkubasi enzim dalam larutan 
bufer pada berbagai pH (5-10 dengan selang 1) 
selama 1 jam. Setelah inkubasi, larutan enzim 
dengan cepat didinginkan dalam wadah berisi 
es dengan suhu 0°C selama 10 menit. Aktivitas 
enzim yang tersisa diuji dengan reaksi enzimatis 
lipase pada pH optimum. Nilai aktivitas enzim 
imobil tersisa dinyatakan dalam persentase dari 
aktivitas setelah perlakuan dibandingkan dengan 
kontrol (enzim imobil tanpa perlakuan).
Optimasi suhu lipase bebas dan imobil 
 (Yesiloglu dan Sit 2011)
 Optimasi suhu dilakukan dengan variasi 
suhu 25, 30, 35, dan 40°C. Aktivitas tertinggi 
berdasarkan uji aktivitas lipase menunjukkan 
suhu optimum lipase. Stabilitas enzim terha-
dap suhu diuji dengan menginkubasikan larutan 
enzim pada berbagai suhu (25-40°C dengan se-
lang 5°C) selama 1 jam dalam buffer dengan pH 
optimum. Setelah inkubasi selesai larutan enzim 
dengan cepat didinginkan dalam penangas es. 
Aktivitas enzim imobil yang tersisa diuji de-
ngan reaksi enzimatis lipase pada pH dan suhu 
optimum. Nilai aktivitas enzim imobil tersisa di-
nyatakan dalam persentase dari aktivitas setelah 
perlakuan dibandingkan dengan kontrol (enzim 
tanpa perlakuan).
Stabilitas penyimpanan lipase bebas dan 
imobil (Yesiloglu dan Sit 2011)
 Enzim bebas dan imobil disimpan dalam 
suhu 4°C dalam 50 mM bufer tris-HCl berdasar-
kan pH optimumnya. Pengambilan dan analisis 
aktivitas sampel dilakukan dari minggu pertama 
hingga minggu keenam. 
3. HASIL
Kemampuan Imobilitas Bahan Pendukung
 Enzim lipase bebas (nonamobil) hasil 
pengendapan dengan aseton diuji aktivitas lipa-
senya, diperoleh hasil sebesar 4.244 mol/menit. 
Konsentrasi enzim imobil diperoleh dari selisih 
konsentrasi larutan enzim sebelum dan setelah 
imobilisasi. Diantara keempat bahan pendukung 
yang digunakan, CaCO3 memiliki kemampuan 
terbesar, lebih besar dibandingkan dengan tu-
lang sapi, zeolit, dan silika gel. Secara lengkap 
konsentrasi lipase imobil pada masing-masing 
bahan pendukung dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1  Persentase konsentrasi enzim imobil
Bahan
Pendukung
Enzim dalam larutan yang 
terimobil (%)
Zeolit 90.69
CaCO3 99.46
Silika gel 59.63
Tulang sapi 91.56
pH Optimum Lipase Imobil
 Lipase imobil pada bahan pendukung 
berupa zeolit, CaCO3, silika gel, dan tulang sapi 
diuji aktivitasnya pada berbagai pH untuk me-
nentukan pH optimum, kemudian dibandingkan 
dengan lipase bebas. Lingkungan dimana en-
zim akan mengkatalis reaksi secara optimal ha-
rus berada pada kondisi optimum enzim untuk 
bereaksi. Zona ini diberikan oleh parameter 
derajat keasaman (pH). Setiap enzim memiliki 
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karakter yang berbeda dimana kondisi optimum 
pH lingkungan akan spesifik untuk tiap enzim. 
Kondisi pH yang jauh dari kondisi spesifik ini 
akan menyebabkan inaktivasi enzim karena 
enzim mengalami kerusakan struktur. Dari hasil 
percobaan diperoleh pH optimum lipase bebas 
sebesar 7, hal yang sama juga diperoleh untuk 
lipase imobil tulang sapi. Namun pada lipase 
imobil CaCO3, zeolit, dan silika gel diperoleh 
pH optimum sebesar 8. Secara lengkap penga-
ruh pH terhadap stabilitas enzim imobil pada 
masing-masing bahan pendukung dapat dilihat 
pada Gambar 2.
Suhu Optimum Lipase Imobil
 Seperti halnya perubahan kondisi pH, 
enzim memiliki kondisi optimal dengan adanya 
perubahan suhu. Laju reaksi akan meningkat 
sejalan dengan kenaikan suhu sampai pada ba-
tas optimalnya, kemudian aktivitas akan menu-
run setelah melewati kondisi tersebut karena 
enzim akan mengalami denaturasi. Suhu yang 
terlalu rendah akan menyebabkan aktivitas 
enzim kurang baik. Lipase imobil pada bahan 
pendukung berupa zeolit, CaCO3, silika gel, dan 
 tulang sapi diuji aktivitasnya pada berbagai suhu 
untuk menentukan suhu optimum, kemudian 
dibandingkan dengan lipase bebas. Dari hasil 
percobaan diperoleh suhu optimum lipase bebas 
sebesar 30°C, hal yang sama juga diperoleh un-
tuk lipase imobil tulang sapi, silika gel, dan ze-
olit. Namun pada lipase imobil CaCO3 diperoleh 
suhu optimum sebesar 35°C. Secara lengkap 
pengaruh suhu terhadap stabilitas enzim imobil 
pada masing-masing bahan pendukung dapat 
dilihat pada Gambar 3. 
Gambar 2  pH optimum lipase bebas dan imobil
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Gambar 3  Suhu optimum lipase bebas dan imobil
Kestabilan Lipase Rhizopus oryzae Kestabi-
lan Lipase Rhizopus oryzae Imobil Selama 
Penyimpanan
 Lipase imobil pada bahan pendukung 
berupa zeolit, CaCO3, silika gel, dan tulang sapi 
diuji aktivitasnya pada berbagai waktu penyim-
panan kemudian dibandingkan dengan lipase 
bebas. Penyimpanan lipase imobil pada jangka 
waktu dan suhu tertentu adalah salah satu fak-
tor kunci yang cukup dipertimbangkan. Enzim 
umumnya tetap aktif saat disimpan pada suhu 
rendah, dikarenakan enzim cenderung untuk 
menjaga struktur aslinya. Atas dasar tersebut li-
pase disimpan pada suhu 4°C. Aktivitas lipase 
bebas lebih tinggi dibandingkan seluruh lipase 
imobil pada sebelum penyimpanan. Namun, 
aktivitas lipase bebas menurun hingga dibawah 
aktivitas seluruh lipase imobil setelah penyim-
panan pada minggu pertama. Secara lengkap 
pengaruh waktu penyimpanan terhadap stabili-
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Gambar 4  Pengaruh waktu penyimpanan lipase bebas dan imobil
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tas enzim imobil pada masing-masing bahan 
pendukung dapat dilihat pada Gambar 4.
4. PEMBAHASAN
 Rhizopus orzyae merupakan fungi yang 
termasuk dalam jenis kapang yang banyak digu-
nakan dalam proses pembuatan tempe kedelai. 
R.orzyae dipilih karena kapang lokal jenis ini 
bersifat tidak toksik, mudah diperoleh, pertum-
buhan relatif cepat. Isolat R.orzyae  diremajakan 
dalam media agar kentang (PDA) lalu diinku-
basi selama tiga hari, dan inkubasi fermentasi 
dilakukan selama lima hari, dikarenakan ber-
dasarkan penelitian Perwitasari (2008) yang 
menunjukkan tingginya aktivitas lipase isolat 
Rhizopus orzyae pada saat tersebut. Selanjutnya 
dilakukan isolasi enzim lipase untuk memekat-
kan lipase dari cairan hasil fermentasi (Murni et 
al. 2015). Isolasi enzim yang diperoleh meng-
gunakan teknik pengendapan dengan pelarut 
organik aseton. Penambahan pelarut organik 
dalam cairan fermentasi mengurangi kelarutan 
protein dengan mengurangi konstanta dielek-
trik larutan. Pengendapan terjadi lebih mudah 
ketika pH dekat dengan pI protein (Panesar et 
al. 2010). Selanjutnya, aktivitas lipase ditentu-
kan dengan penentuan kadar asam lemak bebas 
yang terbentuk melalui proses pemecahan ikatan 
ester oleh lipase (Ibegbulam-njoku et al. 2014). 
Diperoleh hasil sebesar 4.244 mol/menit (4.244 
U), yang berarti terjadi pembebasan 4.244 mol 
asam lemak bebas dalam  setiap satu menit oleh 
enzim lipase.
 Seperti dapat dilihat pada Tabel 1, bahan 
pendukung CaCO3 menunjukkan konsentrasi 
protein teringgi sebesar 99.46%, dibandingkan 
tulang sapi yang sebesar 91.56% dan zeolit yang 
hanya sebesar 90.69%. Hal ini dikarenakan luas 
permukaan struktur bubuk CaCO3 yang lebih 
besar dibandingkan butiran tulang sapi dan bu-
tiran zeolit. Semakin besar luas permukaan ba-
han pendukung maka semakin besar konsentrasi 
protein yang dapat terabsorpsi (Zou et al. 2014). 
Dari sisi struktur bahan, CaCO3 merupakan 
 garam yang memiliki gaya antarmolekul dengan 
larutan lipase cukup baik (Wulan et al. 2007).
 Tulang sapi merupakan adsorben or-
ganik yang sudah mengalami deproteinasi dan 
demineralisasi, meninggalkan pori yang dapat 
diisi oleh zat lain. Dengan pori yang besar dan 
luas permukaan yang besar, tulang sapi dapat 
menyerap lipase dengan baik dibandingkan zeo-
lit. (Wulan et al. 2007). Zeolit merupakan pa-
datan kristal yang telah digunakan secara luas 
dalam adsorpsi molekul. Zeolit memiliki gugus 
hidroksil yang dapat membentuk ikatan hidro-
gen yang kuat dengan enzim. Selain itu, zeolit 
memiliki permukaan heterogen yang cocok den-
gan beberapa sisi adsorpsi enzim (Datta et al. 
2013) 
 Namun pada bahan pendukung silika 
gel menunjukkan aktivitas terendah yaitu sebe-
sar 59.63%. Silika adalah material yang porous 
dan amorphous. Silika gel merupakan partikel 
adsorben alamiah, dimana zat ini akan me-
nyerap air dengan batas tertentu. Kemampuan 
adsorpsi permukaan dan intra molekul silika 
gel sudah terbukti luas. Namun yang membuat 
kemampuan adsorpsi silika gel rendah adalah 
karena silika gel yang berbentuk padat memiliki 
kekuatan tarik antar partikel yang rendah diban-
dingkan CaCO3 (Wulan et al. 2007). Selain itu, 
hal tersebut dikarenakan permukaan silika gel 
tidak bersifat inert secara fisik dengan lipase 
(Ghamgui et al. 2004). Hal ini yang diperki-
rakan menyebabkan lipase tidak terikat kuat 
dengan silika gel.
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 pH optimum lipase bebas sama seperti 
lipase imobil tulang sapi yaitu pada pH 7. Na-
mun pH optimum diperoleh pada pH 8 untuk 
lipase yang imobil zeolit, CaCO3, dan silika gel. 
Hal ini menunjukkan matriks bersifat polian-
ion. Pendistribusian ion hidroksida yang ber-
beda antara dekat dengan permukaan di dalam 
matriks, dimana muatan positif dekat dengan 
sisi pengikatan enzim, mengakibatkan enzim 
imobil zeolit, CaCO3, dan silika gel memiliki 
pH optimum yang lebih tinggi dibandingkan pH 
optimum pada lipase bebas (Pereira et al. 2001)
 Suhu optimum pada lipase bebas sama 
seperti suhu optimum pada lipase imobil zeolit, 
silika gel, dan tulang sapi yaitu sebesar 30°C. 
Namun terjadi peningkatan suhu optimum pada 
lipase imobil CaCO3 yaitu sebesar 35°C. Imobi-
lisasi lipase Rhizopus oryzae pada CaCO3 dapat 
mengakibatkan meningkatnya termostabilitas 
enzim dan memperluas potensi bioteknologi, 
karena bioproses berjalan pada suhu yang le-
bih tinggi  dapat meningkatkan tingkat difusi, 
menurunkan viskositas substrat, dan meningkat-
kan kelarutan reaktan (Klinic et al. 2006). Hal 
ini merupakan hal yang diinginkan, karena suhu 
operasional yang lebih tinggi akan menyebab-
kan resiko yang lebih rendah dari kontaminasi 
mikroba (Pereira et al. 2001)
 Pada Gambar 4 terlihat bahwa aktivi-
tas lipase bebas lebih tinggi lipase imobil pada 
minggu pertama. Namun aktivitas lipase imobil 
lebih tinggi dari pada lipase bebas sejak minggu 
kedua hingga minggu keenam. Lipase imobil 
lebih stabil dibandingkan enzim bebas dikare-
nakan dukungan matriks mencegah proses an-
tarmolekul seperti proteolisis dan agregasi, oleh 
karena itu menciptakan molekul enzim yang 
lebih kaku (Yesiloglu & Sit 2011). Kesimpu-
lan dari penelitian ini ialah CaCO3 merupakan 
bahan pendukung terbaik untuk imobilisasi, dii-
kuti oleh tulang sapi, zeolit, dan silika gel.
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